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Samenvatting
Blootstelling aan anorganisch stof op de werkplek kan leiden tot het ontstaan
van een aantal longafwijkingen van maligne of niet maligne aard. Blootstelling
aan asbestvezels kan fibrose (asbestose), mesothelioom, en longkanker (bron-
chogeen carcinoom) veroorzaken. Daamaast leidt blootstelling aan silicahou-
dend stof voornamelijk tot long fibrose (silicose). Het ontstaan van een longaan-
doening na expositie aan mineraal stof is afhankelijk van een aantal faktoren,
onder andere, het type mineraal stof, de dosis die in de long achter blijft, en ook
de individuele gevoeligheid. In de afgelopen jaren is gebleken dat zuurstofradi-
calen een belangrijke rol spelen in de pathogenese van longafwijkingen geindu-
ceerd door mineraal stof. Dit proefschrift bestudeert de moleculaire respons
geinduceerd door mineraal stof in rattelong en eel cultures. Hoofdstuk 2 be-
schrijft de moleculaire respons van cellen en weefsels na blootstelling aan
zuurstofradicalen, of agentia die aanleiding geven tot vorming van zuurstofradi-
calen; hierbij is eveneens aandacht besteed aan vezels en partikels van minerale
oorsprong om de respons die door stof geinduceerd worden te kunnen vergelij-
ken met die geinduceerd door zuurstofradicalen. Hoofdstuk 3 belicht de rol van
zuurstofradicalen in de toxiciteit van mineraal stof met meer diepgang. Sommi-
ge factoren die geinduceerd worden lijken uniek, afhankelijk de oxidatieve
stress die gebruikt wordt. Andere eiwitten blijken juist vrij algemeen en worden
in verschillende modellen van oxidatieve stress geinduceerd. Een voorbeeld
hiervan is bijvoorbeeld het mangaan superoxide dismutase (MnSOD), een van
de antioxidant enzymen. Bovendien hebben eiwitten die geinduceerd worden na
oxidatieve stress geheel vershillende fucties. Sommige zijn antioxidanten, ter-
wijl andere juist verband hebben met de differentiate status van de eel, of zelfs
met verhoogde proliferatie. Wat met name naar voren komt in de hoofdstukken
2 en 3 is dat ook eiwitten die geinduceerd worden door mineraal stof heel divers
zijn. Hoewel antioxidanten geinduceerd worden, met een mogelijk beschermen-
de werking, worden en tegelijkertijd proliferatieve effekten waargenomen die
aanleiding kunnen geven tot longafwijkingen als fibrose, bronchogeen carci-
noom en mesothelioom. Deze veranderingen in antioxidant enzymen, en daar-
naast proliferatieve effekten vormen het kader van dit proefschrift (Hoofdstuk
I,figuur2).
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Hoofdstukken 4 en 5 beschrijven de regulatie van antioxidant enzymen in
rattelong na inhalatie van crocidoliet asbest, cristobaliet silica, of twee verschil-
lende titaandioxides (TiCh). waarvan e"e"n ultrafijn. Wat duidelijk naar voren
komt uit deze studies is dat de verschillende mineralen aanleiding kunnen geven
tot een verschillende mate van longbeschadiging of inflammatie en al dan niet
leiden tot fibrose. Daamaast worden componenten van het antioxidant enzym-
systeem op verschillende wijze beinvloed. Inhalatie van crocidoliet asbest leidt
bijvoorbeeld tot verhoogde genexpressie van de antioxidant enzymen, verhoog-
de eiwitniveaus van MnSOD en tot verhoogde antioxidant enzymactiviteiten in
rattelong op verschillende tijdstippen na blootstelling. Cristobaliet silica laat een
ander patroon zien: De genexpressie en eiwitniveaus van MnSOD in long zijn
enorm verhoogd. Daarentegen was de expressie van de andere enzymen en ook
enzymactiviteiten onveranderd. Een subchronische inhalatie studie met cristo-
baliet, bij tienvoudig lagere blootstellingsconcentraties gaf hetzelfde resultaat.
De twee verschillende preparaten van TiO2 leverden geheel verschillende resul-
taten op. Ultrafijn TiO2-D veroorzaakte een acute long beschadiging, inflamma-
tie, en leidde tot fibrose, terwijl TiO2-F geen inflammatie veroorzaakte en de
long nauwelijks aantastte. MnSOD genexpressie en eiwitniveaus waren signifi-
cant verhoogd in longen van TiO2-D blootgestelde ratten terwijl TiO2-F inhala-
tie geen invloed had op MnSOD genexpressie of eiwitniveaus. Andere antioxi-
dant enzymen bleven relatief onveranderd. Uit deze studies bleek dat MnSOD
genexpressie direct correleerde met de inflammatie in de long (hoofdstuk 5).
Blootstelling van pleurale humane mesotheel cellen of humane long fibro-
blasten aan asbestvezels of zuurstofradicalen leidde eveneens tot veranderingen
in antioxidant enzymen. Blootstelling van humane mesotheel cellen aan asbest
of xanthine/xanthine oxidase (X/XO, een zuurstofradicalen genererend sys-
teem) leidt tot verhoogde genexpressie van MnSOD. Daarnaast is genexpressie
van het haemoxygenase, een enzym dat gevoelig is voor oxidatieve stress
eveneens verhoogd. In humane longfibroblasten, een cell type minder gevoelig
voor het cytotoxische effekt van asbest, werden na blootstelling van asbest of
X/XO geringere verhogingen in genexpressie van MnSOD of haemoxygenase
waargenomen. Deze studie geeft aan dat een oxidatieve stress respons wel
degelijk optreedt in de humane mesotheel cellen na blootstelling aan asbest of
zuurstofradicalen (hoofdstuk 6).
Gelijktijdig met veranderingen in antioxidant enzymen werden er in rattelong en
eel cultures, blootgesteld aan asbest ook proliferatieve veranderingen waarge-
nomen. De moleculaire mechanismen verantwoordelijk voor de proliferatie
veroorzaakt door minerale stoffen zijn nog onbekend. In het tweede gedeelte
van dit proefschrift worden dan ook de moleculaire processen die geactiveerd
worden in de eel door asbestvezels en het verband met chronische longafwijkin-
gen bestudeerd. Hierbij is gebruik gemaakt van cultures van hamster tracheale
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epitheel cellen of rat pleurale mesotheel cellen. Asbest veroorzaakt een blijven-
de induktie van zowel c-/ay als c-yun protooncogenexpressie in mesotheel
cellen. DNA bindingsactiviteit van de AP-1 transcriptiefactor, opgebouwd uit
jun/jun homodimeren of fos/jun heterodimeren, is eveneens verhoogd. Het
crocidoliet asbest, de vezel die mesothelioom veroorzaakt, leidde tot een sterke-
re verhoging van C-/05 en c-y'M/i genexpressie vergeleken met het chrysotiel
asbest. De negatieve controles riebeckiet, een deeltje chemisch identiek aan
crocidoliet en polystyreen plastic veroorzaakten geen veranderingen in c-/<?.$ of
c-yWi. Andere 'man made mineral fibers' induceerden genexpressie van c-/as en
c-yw/j in geringere mate dan asbest. Studies met tracheale epitheelcellen tonen
aan dat asbest c-yu« genexpressie persistent induceert. De genexpressie van
C-/0.S daarentegen blijft onveranderd in hamster tracheale epitheelcellen na
asbestbloolstelling. Ook in de tracheale epitheel cellen leidt asbestblootstelling
tot verhoging in AP-1 DNA bindingsactiviteit. Dit betekent dat asbest de 'early
gene response pathway' chronisch activeert hetgeen kan leiden tot de chroni-
sche longafwijkingen die geassocieerd zijn met asbestblootstelling (hoofdstuk-
ken 7 en 8).
De lange latentie periode van longziekten geinduceerd door mineraal stof maakt
het noodzakelijk dat risico's die samenhangen met blootselling aan minerale
stoffen vroegtijdig onderkend worden. Daarnaast is het wenselijk om longafwij-
kingen in blootgestelde individuen vroegtijdig op te sporen en die individuen
die risico lopen op het onstaan van een longafwijking te identificeren. Door de
responsen van cellen en/of weefsels na blootstelling aan minerale stoffen in
kaart te brengen en het verband van deze responsen met chronische afwijkingen
te bestuderen, kunnen markers geselecteerd worden die in moleculair epidemio-
logische studies gebruikt kunnen worden voor de hiergeschetste doelstelling. In
dit proefschrift komt naar voren dat MnSOD zo'n marker zou kunnen zijn.
MnSOD wordt geinduceerd in modellen van oxidatieve stress en na blootstel-
ling aan minerale stoffen die in de rat leiden tot acute long beschadiging,
inflammatie en fibrose. Momenteel worden er studies geinitieerd om genexpres-
sie van MnSOD te meten in arbeiderspopulaties blootgesteld aan minerale
stoffen, om gebruik van deze marker te valideren.
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